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年龄相差不超过 3 岁，性别和地区（在厦门市居住 10 年以上）等方面匹配。排
除标准：患有肝脏疾病及既往肿瘤病史者。病例组 275 例，对照组 340 例。采集
晨起空腹静脉血 5 ml，进行血细胞分离及基因分型。采用 χ2 检验和 t 检验比较病
例组、对照组的基本情况，采用 logistic 回归模型分析 P53 基因 rs1042522 位点、





















（2）多因素 logistic 回归分析结果显示，被动吸烟、有乙肝家族史和 HBsAg
阳性人群的肝癌发病风险相对较高，被动吸烟人群发病风险是无被动吸烟人群的
2.74 倍，有乙肝家族史人群的肝癌发病风险是无乙肝家族史人群的 2.42 倍，HBsAg
阳性人群的肝癌发病风险是 HBsAg 阴性人群的 15.44 倍。饮茶是肝癌发病的保护
因素，习惯饮茶人群的肝癌发病风险显著低于无饮茶习惯的人群。 
（3）P53 基因 rs1042522 位点多态性与肝癌发病风险之间存在统计学关联
（C/G：校正 OR=1.81，95%CI：1.14~2.88；C/C：校正 OR=3.42，95%CI：2.06~5.67；
C/G+C/C：校正 OR=2.32，95%CI：1.51~3.57）。研究对象按照 HBsAg 感染情况
分层后发现，在 HBsAg 阳性者中，病例组的 C/C 基因型的携带比例显著高于对
照组，携带 C/C 基因型可能增加人群的肝癌发病风险。基因-环境联合作用显示，
基因型 C/G+ C/C 对肝癌发病风险的影响，和吸烟史、被动吸烟、饮茶史、乙肝
家族史、HBsAg 感染情况等 5 项环境暴露因素之间存在联合作用，校正 OR
（95%CI）分别为 2.08（1.04~4.17）、5.56（2.07~14.97）、0.35（0.16~0.79）、
5.13（2.29~11.49）、29.88（14.66~60.90）。 
（4）MDM2 基因 rs2279744 位点多态性与肝癌发病风险之间存在统计学关
联（G/T：校正 OR=1.94，95%CI：1.21~3.12；G/G：校正 OR=2.63，95%CI：1.58~4.39；
G/T+G/G：校正 OR=2.19，95%CI：1.41~3.42），携带 G/T 或 G/G 基因型可能增
加人群的肝癌发病风险。按 HBsAg 感染情况分层后发现，在 HBsAg 阳性者中，
病例组的 G/G 基因型的携带比例显著高于对照组。基因-环境联合作用显示，基
因型 G/T+G/G 对肝癌发病风险的影响，和吸烟史、被动吸烟、饮茶史、乙肝家
族史、HBsAg 感染情况等 5 项环境暴露因素之间存在联合作用，校正 OR（95%CI）
分别为 3.06（1.42~6.57）、4.00（1.44~11.11）、0.35（0.16~0.79）、5.13（2.29~11.49）、
32.98（15.64~69.52）。 
（5）P53 基因 rs1042522 位点多态性和 MDM2 基因 rs2279744 位点多态性
的联合作用结果显示，P53 基因的合并基因型 C/G+C/C 和 MDM2 基因的合并基
因型 G/T+G/G 之间存在的联合作用（校正 OR=4.59，95%CI：1.77~11.90）。 
结论 















易感性存在关联，P53 基因的 C 等位基因、MDM2 基因的 G 等位基因会增加肝
癌的发病风险，并与吸烟史、被动吸烟、饮茶史、乙肝家族史、HBsAg 感染情
况等 5 项环境暴露因素之间存在联合作用。P53 基因的合并基因型 C/G+C/C 和
MDM2 基因的合并基因型 G/T+G/G 之间存在联合作用。 
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To study the association study between the polymorphisms in P53 and MDM2 
and the genetic susceptibility of primary hepatocellular carcinoma among Xiamen 
population.To screen high-risk populations and provide references to the prevention 
of HCC. 
Methods 
All study objects were recruited from the general Third Class A Level hospitals 
of Amoy from January 2011 to October 2014.They were surveyed in case-control 
study. Inclusion criteria for Cases: (1). HCC cases were newly diagnosed with 
primary hepatocellular carcinoma; (2). Older than 18 years of age; (3). They resided 
in the Xiamen city; (4). Confirmation that without any other cancer. Exclusion criteria 
for Cases: (1). Diagnosed with other cancer than HCC; (2). Patients with autoimmune 
hepatitis or toxic hepatitis. (3). Denial for investigation or in critical condition. 
Inclusion criteria for Controls: (1). No cancer history.(2) they are not relatives of 
cases (3) gender and age was matched with case (± 3 years). (4). Recruited from the 
health population who accepting medical examination from same hospital. (5). They 
resided in the Xiamen city. Exclusion criteria for Controls: (1). Liver diseases. (2). 
Cancer history. This study consisted of 275 HCC patients and 340 controls, 5ml 
morning fasting venous blood of all subjects were obtained to isolate cells and 
distribute genotype. The differences in general information between cases and 
controls were tested by χ2 test and t-test. The association between SNP rs17401966, 

















（1）Univariate analysis shows The proportion of case group are  higher than 
these of control group in  the personal smoking（48.00%）,passive smoking
（84.73%）,family history of hepatitis B（25.09%）, HBsAg positive
（72.00%）.Drinking tea rate in control group is higher than it in case group. It shows 
no statistical significance in the history of drinking, diabetes, hypertension, cancers. 
（2）Multiple logistic analysis show that passive smoking, family history of 
hepatitis B , HBsAg positive are risk factors of HCC. Passive smoking significantly 
increased risk is 2.74. Family history of hepatitis B is 2.42. HBsAg positive is 15.44. 
Drinking tea is a protect factor, which can decrease the risk of HCC. 
（2）It shows statistical significance in the relationship between SNP rs1042522 
and susceptibility to HCC（C/G：aOR=1.81，95%CI：1.14~2.88；C/C：aOR=3.42，
95%CI：2.06~5.67；C/G+ C/C：aOR=2.32，95%CI：1.51~3.57）. After stratified 
analysis of HBsAg, in HBsAg  positive group,the rate of C/C genotype  in case 
group is more than it in control group, C/C genotype may increase the risk of HCC.In 
genotype-environment interaction, there is  interaction between C/G+G/G genotype 
and personal smoking, passive smoking, drinking rea and family history of hepatitis B, 
HBsAg,aOR（95%CI）is respectively 2.08（1.04~4.17）,5.56（2.07~14.97）,0.35
（0.16~0.79）,5.13（2.29~11.49）,29.88（14.66~60.90）. 
（3）It shows statistical significance in the relationship between SNP rs2279744 
and susceptibility to HCC（G/T：aOR=1.94，95%CI：1.21~3.12；G/G：aOR=2.63，
95%CI：1.58~4.39；G/T+G/G：aOR=2.19，95%CI：1.41~3.42）, G/T+G/G genotype 
may increase the risk of HCC.After stratified analysis of HBsAg, in HBsAg positive 
group, the rate of G/G genotype in case group is more than it in control group. In 
genotype-environment interaction, there is  interaction between G/T+G/G genotype 
and personal smoking, passive smoking, drinking rea and family history of hepatitis B, 
HBsAg,aOR（95%CI）is respectively3.06（1.42~6.57）,4.00（1.44~11.11）,0.35
（0.16~0.79）,5.13（2.29~11.49）,32.98（15.64~69.52）. 















interaction between C/G+G/G genotype at the P53 gene  and G/T+G/G genotype at 
the MDM2 gene（aOR= 4.59，95%CI：1.77~11.90）。 
Conclusion 
These findings demonstrate that there is statistical significance in the relationship 
between the polymorphisms in P53 and MDM2 and the genetic susceptibility of 
primary hepatocellular carcinoma.C allele in P53 gene,G allele in MDM2 gene may 
increase the risk of HCC.they have a relationship with personal smoking,passive 
smoking, drinking tea,family history of hepatitis B and HBsAg positive. There is 
interaction between C/G+G/G genotype at the P53 gene and G/T+G/G genotype at the 
MDM2 gene. 
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第一章 绪论 
1.1  研究背景 
原发性肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC） 是全球范围内常见肿瘤
之一，其恶性程度高、预后差,死亡率位居世界肿瘤死亡第 2 位[1]。HCC 分布具
有明显的地域性差异，从全球范围来看，中国、日本、东南亚及撒哈拉以南非洲
等国家和地区发病率较高。其中，中国 HCC 形势较为严峻，其发病率、死亡率
均居全球首位。2012 年，我国 HCC 新发病例约 394770 例，占全球的 50.41%；
死亡病例约为 383203 例，占全球的 51.40%；发病率和死亡率分别为 29.0/10 万
和 28.1/10 万，在我国恶性肿瘤的发病率、死亡率中分别位居第三位和第二位[2]。 
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细胞因子之一，研究发现肝癌患者体内 TNF-α 水平显著高于健康人群，TNF-α
可能增加了患肝癌的易感性[8]。近年来研究表明，TNF-α 基因启动子区 SNP 可
影响 TNF-α 表达，TNF-α 基因启动子区-308 位点 G/A 单核苷酸多态性可影响
TNF-α 表达，TNF-α-308 位点  G 被  A 替换后，TNF-α 转录效率增加，
TNF-α-308A A 为肝癌的风险基因型[9,10]。 
干扰素-γ（interferon,IFN-γ）参与免疫应答机制的调节和启动，具有协同抗
病毒的效应，IFN-γ 基因 SNP 可通过改变转录因子结合位点而影响自身的表达，
有研究发现，IFN-γ-847 A/A 基因型可能与机体外周血 IFN-γ 含量减少有关，而
IFN-γ 含量减少可致使细胞免疫反应减弱,机体不能有效清除 HBV 病毒，使得病
毒感染持续存在，病毒的活跃复制长期刺激肝脏是造成肝硬化和肝癌的重要原因
[11]。 
本次研究拟选择 P53 基因 rs1042522 位点多态性和 MDM2 基因 rs2279744
位点多态性来进行研究，探索其与肝癌遗传易感性的关联。 
P53 基因是一种重要的抑癌基因，可诱导细胞生长阻滞，细胞凋亡，细胞分
化以及 DNA 修复，参与维持细胞基因组的稳定性，调节 DNA 损伤反应，促进




调节其活性，从而阻止细胞进入 G1 期；可以增强 E2F1 的功能，促进细胞周期
进入 S 期，正性调控者细胞周期，从而促进细胞增殖，抑制细胞凋亡；MDM2
编码一种锌指蛋白可抑制肿瘤抑制基因 P53 介导的转录活性，通过 P53 途径和非
P53 依赖途径等方式调节细胞的增殖和凋亡，参与肿瘤的发生发展过程[14,15]。 
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对肝癌发病风险的影响。 
1.2  研究对象 
本研究采用病例对照研究方式开展研究，对象包括 275 例肝癌病例和 340
例非肿瘤健康对照，全部 615 例研究对象均来自于我国肝癌高发区域——厦门。 
275 例 HCC 患者为 2011 年 1 月至 2014 年 10 月期间厦门市综合性三甲医院
住院行手术治疗的肝癌新发病例，所有 HCC 患者均经过组织病理学确诊为肝细




































1.4  实验室操作 
1.4.1  血样采集和细胞分离 
由研究对象所在医院负责采样，华大基因负责检测，样本收集过程按照国家
人类基因组研究伦理学准则进行。采用江苏康健医疗器械有限公司生产的真空抗
凝（EDTA）采血管分别采集所有调查对象晨起空腹静脉血 5 ml，2 500×g 离心
10 min，分离血浆和血细胞，分装于 3 ml 冻存管，在 DNA 提取前置于−78 ℃冻
存，待检。 





1.4.3  SNP 基因分型 
使用瑞士罗氏公司生产的全自动核酸分离纯化加样系统DNA 分离试剂盒 I
（MagNA Pure LC DNA Isolation Kit I）从血细胞中提取 DNA，提取的基因组
DNA 置于 EPPENDORF 生产的带旋转帽的（screw-capped）管中，储存于−22 ℃
环境下。所有样品通过由美国西昆诺姆公司生产的点样仪在点阵芯片分析系统
（美国西昆诺姆公司）上成点排列，并通过飞行时间质谱（美国西昆诺姆公司）
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1.4.3.1.2 结合文献并采用 Assay Designer 3.1 软件进行引物设计： 
（1）在软件 SNP Group 栏中选择 Browse 按钮，找到上述产生的 txt 文件；
（2）在 Aassy Design 栏中选择 SBE Mass Extend，并在 SBE stop mix 栏中选择
iPlex，在 MμLtiplex Level 中按照实际情况选择不同的反应重数；（3）SNP capture，
Extend primer design，MASS MμLtiplexing 均选择默认参数；（4）参数设定后，










3 分钟；（5）取出部分使用液置于 4℃备用，余下部分放入-20℃保存。 
1.4.3.3 Sequenom Mass Array 系统基因分型步骤 
1.4.3.3.1 PCR 扩增反应 
1、原理：聚合酶链式反应（Polymerase chain reaction，PCR）用于扩增位于




（1）按照 615 板配置相关试剂；（2）已经标化至 10～20ng/μL 的样本，1000g
离心 3 分钟备用；（3）将各 PCR 组份溶解后置于冰上备用（注意酶一定要保存
在冰上，防止在高温中长时间暴露而失活）；（5）将上述配好的试剂小心混匀后
分在 12 孔的连排管中，每孔加入混匀试剂 148μL；（6）12 道移液器吸取混合试
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